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BREVET DE INVENTIE
Titlul inventiei:
GENOSENZORI UTILIZATI IN APRECIEREA STARII DE SANATATE A MEDIULUI

REZUMAT:

Scopul inventiei este reprezentat de promovarea utilizdrii metodelor citogenetice in
stabilirea efectului agentilor poluanti asupra materialului ereditar si pe aceasta baza, cuantificarea
gradului de poluare a mediului inconjurétor (sol, ape, aer).

Procedeul constd in identificarea rapidd a unor restructurdri cromozomale, prin analiza
cromozomilor politeni din glandele salivare ale unor larve de insecte diptere, care traiesc in ape
(Chironomus $i Anopheles), pe sol (Mycetophila) sau in partile inferioare ale atmosferei
(Rhagoletis si Drosophila).

Originalitatea rezida in propunerea utilizarii modificarilor induse in aparatul ereditar de agentii
mutagenti/clastogeni aflati in majoritatea preparatelor cu care se realizeaza combaterea chimica a pestelor,
modificari ce au valoare de senzori in aprecierea efectelor nocive ale poluantilor, iradierii si ionilor
metalelor grele. Asemenea modificari cromozomale au valoarea unor veritabili genosenzori, termen care
ne apartine i care a fost nu numai acceptat, dar gi apreciat la cel de-al XX-lea Congres International de
Genetica organizat la Berlin (12-17 iulie 2008), prin decizia comitetului organizator de a trece
comunicarea noastrd (L. Gavrild, L. Burlibasa, M.D. Usurelu, I. Radu, L.M. Magdalena, A.
Ardelean, M. Cardbas - Chromosomal rearrangements in Chironomus sp. as genosensors for
monitoring environmental pollution, 2008) de la statutul de poster, la acela de prezentare orala, in sesiuni
concurente.

Tot genosenzori trebuie considerate si restructurdrile cromozomale ale cromozomilor
mitotici, precum si anomaliile meiotice induse de actiunea substantelor mutagene/clastogene
incluzand poluanti de natura diferita, dar identificarea acestora, la plante sau animale, este mult
mai dificila si mai costisitoare. Existd si tehnici alternative pentru evidentierea efectelor
mutagene ale poluantilor, dar ele sunt mult mai costisitoare si, de regula, neaplicabile in teren.
Propunerea noastra evita dificultatile unor investigatii laborioase, avand relevanta si fezabilitatea
specifice obiectivului propus.

Eficienta a fost stabilitd pe baza utilizarii procedeului in identificarea efectelor poluarii
cu deseun radioactive depozitate in localitatea Rénusa (jud. Arad) si cu metale grele din apele
canalului Muresul Mort din Arad, comparativ cu biotopuri corespondente, nesupuse poluarii
artificiale, ceea ce a facut obiectul tezei de doctorat prezentati de Marian Céarabas, in 20 iulie
2010.

Metodologie: Metodologia propusd de autori are in vedere asigurarea implementirii
inventiei in toate Inspectoratele Judetene de Protectia Mediului din Romania, prin asigurarea
unei dotari tehnice cu cele mai mici costuri posibile pentru un demers stiintific fundamental, dar
cu aplicabilitate practicd imediata.

Astfel, fiecare Inspectorat Judetean de Protectia Mediului poate organiza un laborator
mobil sau un laborator fix (o singurd camerd 3/4m) cu o masa de laborator pe care sa fie instalat
un microscop optic prevdzut cu sistem de fotografiere sau de desen la camera clara atasatd
microscopului, o lupa binocular. Facultativ, poate fi utilizat procedeul preluarii de imagini cu
ajutorul camerei video. Dotarea laboratorului cu materiale este una minimala, si presupune
procurarea unei rezerve de céteva zeci de cutii cu lame microscopice si cu lamele microscopice,
pense si ace spatulate, sticla de ceas. Ca reactivi este recomandatad procurarea de alcool etilic
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absolut, acid acetic glacial, apa distilata, praf de carmin si orceind. Cea mai mare parte a necesarului
de materiale si reactivi este de provenienti autohtona.

Se recomandd aplicarea metodei rapide de colorare a cromozomilor politeni cu aceto-
carmin sau aceto-orceind. Metoda presupune urmatoarele etape:

1. Se recolteaza larvele de stadiu III sau IV de la specii de Chironomus, Mycetophila sau
Rhagoletis care urmeaza sa se transforme in pupa. Glandele salivare localizate In partea
anterioard a corpului in imediata apropiere a ganglionului cerebroid sunt legate de
armitura bucala care apare ca un punct negru prin transparenta tegumentului larvar.

2. Larva este depusa pe lama microscopica langé o picaturd de aceto-carmin, aceasta fiind
imobilizatd prin prinderea partii posterioare cu pensa dupd care, cu un ac spatulat se face
o incizie ferma inapoia = in partea posterioard a punctului negru ce reprezintd armétura
bucala, iar printr-o miscare de smulgere superficiald se detaseaza partea anterioard a
corpului larvei, operatie in urma céreia glandele salivare ies la nivelul sectiunii odata cu
alte componente ale tubului digestiv; in cazul in care glandele salivare nu ies instantaneu
se apasa cu acul spatulat peste sectiune, fortdnd iesirea acestora. Glandele salivare sunt
usor identificate prin aspectul lor translucid si consistenta lor lipicioasa.

3. Glandele salivare recuperate sunt debarasate de alte tesuturi ale larvei, iar impurititile
sunt nlaturate prin spalare, in apa distilatd, Intr-un cristalizor, in care acestea sunt
scufundate fiind tinute in varful acului spatulat, avand grija sa fie mai putin distruse
mecanic. Dupa scoaterea din cristalizor, apa distilata se indeparieaza prin atingerea
glandelor salivare cu o bucatd de hartie de filtru neteda, dupa care acestea sunt transferate
pc o sticla de ceas pyrex in aceto-carmin, pentru 10-15 minute, sau se pot lasa chiar pe
lama microscopica Intr-o picaturd de carmin-acetic, care se reimprospateaza periodic,
evitindu-se evaporarea solutiei si uscarea materialului biologic de analizat, pana ce acesta
capatd o culoare rosie-inchisa spre negru. Se pune apoi, o picdturd proaspiti de aceto-
carmin pc o lama microscopicd curatd in care este introdus materialul colorat, peste care
s¢ aplica lamela si se apasa peste accasta usor cu acul spatulat sau cu un bat de chibrit
pentru o etalare menajata, cvitdndu-se astfel alterarea modelului nativ de bandare al
cromozomilor politeni. Apot, cu o hértic de filtru se indepartearad excesul de colorant si se
efectueaza examinarea microscopica.

In cazul in care se arc in vedere efectuarca unor investigatii complexe si profunde, se pot
aplica ¢i alte metede de colorare, precum metoda Feulgen sau metoda de colorare cu fluorocromi
(DAPI, quinacring, acridinorange ctc.) cu vizualizare la microscopul cu fluorescentd, precum si
analiza ultrastructurii cromezomilor politeni, Tn microscopie electronica de transmisie (TEM).

Metoda de colorarc rapida cu aceto-carmin este practicabild i pe teren, pe ¢dnd metoda
Feulgen de colorare cu reactiv Schiff (leucofuxind) este mai laboricasa si sc recomandi a i
utilizatd in laborator {ix. Ea presupune urmaitoarele etape:

{. Disectia glandelor salivarc ale larvelor din stadiul prepupal (I, la Drosophila.
Rhagoletis si Mycelophila, usor de recunoscut prin dimensiunca mare §i prin vivacitatea
lor i stadiul 1V, la Chironomus).

Fixareca glandelor salivare in amestecul fixator 3:1 alcool metilic absoluvacid acetic
glacial, pastrat la temperatura scézutd; la nevoie {ixarea se face la temperaturd ambicentald
in aleool de 707, Fixarca durcaza 122 ore. Dupd fixare, glandele sunt spalate futr-un
cristalizor cu apda de robinet prin imersionarc de cateva on, pentru indepértarea
fixatorului, dupd care acestea sunt trecute Intr-un cristalizor cn apd distilatd. Dupa
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indepdrtarea completa a fixatorului, glandele salivare sunt puse pe o lama microscopica,
indepartandu-se apa distilata cu ajutorul unei buciti de hartie de filtru.

Urmeaza operatia de hidrolizd cu HCI 1N, obligatorie in vederea colorérii cromatinei cu
lcucofuxina. Hidroliza se realizeaza la termostat, la 600C, timp de 1-3 minute, dupa care
se inlaturd HCI din cristalizor.

Peste glandele salivare se toarnd solutia de leucofuxina in care acestea stau, pani ce
capatd o culoare rogu-carmin. Colorarea se poate realiza la frigider sau la temperatura
camerel.

Pentru realizarca preparatului citologic, se ia o lamd microscopicd, pe care se pune o
picdturd de solufic proaspatd de carmin acetic 1%. Se introduce glanda salivara colorata
in picitura de carmin acetic §i peste aceasta se aplicd lamela microscopica, apoi se face o
usoard apasare cu o pensi, ac spatulat sau bt de chibrit, realizandu-se o etalare prealabila
a celulelor si a cromozomilor. Se indepdricazd excesul de carmin acetic de pe marginile
lamelei si se vizualizeaza la microscop, spre a constata masura in care cromozomii sunt
corespunzator ctalati. Dacid bratele cromozomilor politeni nu sunt suprapuse, atunci se
realiveaszit o ctalare detiniliva a acestora, aplicind peste lameld o bucatd de hértie de
filtry, pesic carce s¢ apasd cu degetul mare, astiel ¢d oste nlaturat tot carminul acetic st
etalarea cromozomilor politent cste dephna, cvidentindu-se cu dcacitate modelu! de
bandare al cromozomilor politeni si alte detalii structivale ale acesiora. Ascmienca
preparatc criologice pot fi pastrate ca prepatate semiperrmancote, ta frigrder, e cutin

e
prevenindi-se deplasarca acesicia din pozitia mitiald, timasi dupi e s-a realizat clalarea
defimiiva, Proparalele semipermanenic pot 1 pastrate I pozitie ortzontald. citeva zile,
uncori chiar s@ptamani, la frigider.

sciale. Pentru aceasta, peste marginile lamcelet se aplicd cu atentic lac de unghii,
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DESCRIEREA INVENTIEL:
1. STADIUL CUNOASTERII iIN DOMENIU:

Dezvoltarea tehnologicd rapida duce inevitabil la modificarea mediului inconjuritor
datoritd poludrii apei, solului i aerului. Pentru a putea fi realizatd o monitorizare adecvata a
gradului de poluare a mediului inconjurétor, trebuie identificat efectul agentilor poluanti asupra
aparatului ereditar al diferitelor organisme vii §i pe aceastd baza aprecierea gradului de poluare.
Acest deziderat se poate realiza prin analiza cromozomilor politeni incluzidnd restructurdrile
cromozomale, activitatea organizator nucleolari, replicarea diferentiata si pufarea cromozomilor
politeni ai speciilor Chironomus plumosus, Rhagoletis cerasi 1 Mycetophila agarici. Analiza
citogenetica consta in identificarea naturii si incidentei diferitelor restructurari cromozomale la
speciile mentionate mai sus, modificidri ce pot fi considerate genosenzori pentru aprecierea
efectelor poludrii mediului inconjurator asupra organismelor vii.

in anul 1880, prof. Balbiani, de la Universitatea din Paris a observat pentru prima dati si
a descris cromozomii politeni in nucleii celulelor glandelor salivare, de la larvele de Chironomus
plumosus, observatii pe baza carora el publica, in anul 1881, lucrarea Sur la structure du noyau
de cellules salivaires chez les larves de Chironomus.

in anul 1930, Kostoff, si apoi in anul 1933, Painter, observa si descriu cromozomii
politeni in glandele salivare, de la Drosophila melarnogaster.

Familia Chironomidae este considerati cea mai numeroasa familie de insecte care in
stadiu larvar traieste in sedimentul (bentos) din ecosistemele de apa dulce, fiind totodatd o
componentd importantd a acestor ecosisteme, deoarece reprezintd o sursa importantad de hrana
pentru multe animale acvatice, jucAnd un rol important in lantul trofic i in circuitele
biogeochimice subsidiare in cadrul ecosistemului, fiind un nod critic intre producitorii primari si
consumatorii secundari (Porinchu si MacDonald, 2003). Datoritd faptului ci stadiul larvar este
foarte activ metabolic si extrem de sensibil la factorii de stres din mediu, larvele acestei specii au
fost folosite ca bioindicatori ai calitdtii mediilor de apa dulce, inca de la inceputul anilor 1900.
Chironomidele au fost folosite de-a lungul timpului in numeroase studii de poluare, observandu-
se efectul diferitelor metale grele, radiatii, pesticide si al altor substante toxice asupra larvelor.

Majoritatea speciilor din genul Chironomus au seturi haploide mici n=2, n=3, n=4. In
nomenclatura utilizatd de Michailova si colaboratorii (2009) cele sapte brate cromozomale
politenice de la Chironomus riparius au fost desemnate: A,B,C,D.E.F si G. Autoarea apreciaza
ca in evolutia cariotipului speciilor de Chironomus un rol important l-au jucat translocatiile
reciproce ale bratelor cromozomale, motiv pentru care specii diferite prezintd combinatii diferite
ale bratelor cromozomale. Pe baza acestui caracter, speciile sunt unite in citeva citocomplexe
desemnate AB CD EF G-thummi, AE CD BF G-pseudothummi, AB CF ED G-
camptochironomus etc.

Polimorfismul inversiilor la speciile de Chironomus a fost observat in fiecare din cele
sapte brate. Bratele A, B, C si D sunt cele mai polimorfice, in timp ce bratele E, F si G sunt mai
putin variabile. Divergenta cariotipului speciilor in genul Chironomus s-a desfasurat, in
principal, prin fixarea, respectiv homozigotarea, in cursul evolutiei, a diferitelor inversii
paracentrice $i a translocatiilor reciproce ale unor intregi brate cromozomale.

Cariotipurile speciilor de Chironomus includ, de obicei, o singura pereche de cromozomi
organizator nucleolari. Acestia sunt, de reguld, cei mai scurti cromozomi ai complementului. Mai
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apar si doud-trei inele Balbiani care sunt pufuri mari implicate in sinteza de proteine secretorii
ale glandei salivare. Cele mai multe specii de Chironomus sunt diploide, avand un numar de
cromozomi 2n=8.

Setul cromozomal haploid (genomul) la Chironomus plumosus este de n=4 (Shobanov,
1994, Golygina si Kiknadze, 2001), iar combinatia bratelor cromozomale este AB, CD, EF si G.
Cromozomii AB (I) si CD (II) sunt metacentrici si sunt cei mai mari, EF (III) este
submetacentric, iar cromozomul G (IV) este telocentric, prezentdnd doua inele Balbiani. Si bratul
B al cromozomului I prezinta un inel Balbiani. In cromozomul IV este situati regiunea
organizator nucleolara (NOR), la nivelul constrictiei secundare, fapt bine evidentiat in conditii de
politenie. Primele trei perechi de cromozomi, de la Chironomus plumosus, cuprind cromozomii
cei mai lungi si reprezinti aproximativ 90% din genomul acestei specii (Siirin si colab., 2003).

Analiza globala a polimorfismului inversiilor in populatiile naturale a 93 de specii de
Chironomus din regiuni palearctice si nearctice (Golygina si Kiknadze, 2001, Butler si colab.,
1999), pe baza datelor originale si a publicatiilor confindnd secvente precise ale benzilor cartate
pe baza standardului piger, a permis lui Kiknadze (2005) formarea unei baze de date
citogenetice. Populatiile naturale de Chironomidae prezintd, de obicei, un nivel inalt de
polimorfism mai ales datoritd inversiilor paracentrice homozigote si heterozigote (Petrova si
colab.,1996, Ilyinskaya si colab., 1999). in plus, existd rar si heterozigoti pentru inversii
pericentrice, heterozigoti pentru translocatii reciproce si heterozigoti in ceea ce priveste grosimea
benzilor inclusiv benzile centromerice. Prezenta de cromozomi B aditionali la o parte dintre
indivizii dintr-o populatie determind un polimorfism genomic. Inversiile paracentrice modifica
ordinea genelor din bratele cromozomale, lucru care se observad in schimbarile secventelor de
benzi din cromozomii politeni; numarul si frecventa diferitelor secvente de inversie in populatii
pot servi in estimarea nivelului lor de divergenta citogenetica.

In ultimii ani, studiile de ecogenetica s-au concentrat pe analiza cromozomilor politeni ai
speciilor de Chironomus, deoarece s-a constatat cd genomul acestor diptere este deosebit de
sensibil la substantele poluante.

Se considera ca genomul speciilor de Chironomidae este mult mai sensibil la poluanti
decét alte componente ale organismului larvar, iar studiile de biomonitorizare ce folosesc aceste
specii se axeaza, in prezent, pe analize citogenetice sau de geneticd moleculara ale larvelor, care
permit avertizarea din timp asupra poluirii mediului cu diversi contaminanti (Sharley si colab.,
2004).

Restructurdrile cromozomale de tipul inversiei, buclelor de deletie, translocatiilor si
duplicatiilor identificate in cromozomii politeni au fost considerate drept indicatori relevanti ai
poludrii mediului inconjurétor, ei putdnd fi folositi pentru monitorizarea calititii mediului
respectiv (Lagadie si Caquet, 1988).

Pentru a verifica dacd existd o relatie intre nivelul de poluare a sedimentului si
frecventele restructurdrilor cromozomale si alterarilor functionale, Michailova si colaboratorii
(2000) au comparat frecventele restructurérilor cromozomale AB, CD si EF in larvele populatiei
de Chironomus riparius care populeazi zona poluatd Santena cu aceea a populatiei larvelor din
habitatul Izvorului Corio, considerata drept zona de referinta nepoluata.

Telomerele a doi sau trei cromozomi au prezentat o structurd relaxatd granulard bine
evidentiata la nivelul bratului C sau In regiunea centromerica, avand aspect de pseudopuf; in 5%
dintre celulele analizate telomerele tuturor bratelor au prezentat imperecheri ectopice.
Rezultatele indica faptul cd, expresia unui spectru larg de restructurdri cromozomale somatice
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observate la larvele din Santena, dar nu si la cele din Corio, poate fi corelatd cu concentratia
genotoxica a agentilor de poluare din sedimentele Raului Bama. Aceasta ipoteza este legata de
descoperirea ci in larvele colectate din zone poluate cu metale grele, frecventa restructurarilor
somatice a fost semnificativ mai ridicatd comparativ cu controlul.

Imperecherile ectopice dintre omologii cromozomului G au fost semnalate la Chironomus
balatonicus recoltat de la Cernobil in perioada ce a urmat accidentului nuclear (Michailova si
Petrova, 1991, Petrova, 1991), dar si la materialul biologic colectat din Raul Po (Italia), poluat cu
metale grele (Michailova si colab., 1996) precum si la cel prelevat din habitate din nordul Italiei,
la specia Chironomus bernensis (Petrova si Michailova, 2002).

Aceste rezultate confirmad ipoteza activarii elementelor mobile ale genomului sub
actiunea unor agenti mutageni declansatori ai instabilititii genomice. Acestea pot indica rolul
elementelor mobile in acest proces. Imperecherea cromozomilor la nivelul telomerelor
promoveaza transferul elementelor mobile de la un cromozom la altul si perturbarea activititii
functionale a intregului genom (Michailova si colab., 2009). Metalele grele actioneazi asupra
cromozomilor politeni la nivel structural si functional incd de la inceputul procesului de
politenizare. Aberatiile cromozomale cuprind inversii, deletii, translocatii, desinapsii. Aberatiile
functionale specifice sunt corelate cu modificari ale activititii transcriptionale ale inelelor
Balbiani si RON, adica asupra structurilor importante pentru dezvoltarea larvari normala.
Procesele de deletie pot duce la formarea cromozomilor ,.,pompon”.

Michailova si colaboratorii (2009) au studiat efectul cadmiului (Cd) si cromului (Cr)
asupra genomurilor speciilor de Chironomus plumosus si Chironomus bernensis, care triiesc in
apele din sudul Poloniei, depistdnd la Chironomus bernensis 11 restructurdri somatice diferite:
doua deficiente, opt inversii paracentrice heterozigote si o rupturd cromatidica, iar la Chironomus
plumosus zece restructurdri somatice: noud inversii simple si o deficientd, precum si un
polimorfism genomic generat de prezenta unui cromozom B suplimentar mic si foarte condensat,
care a fost considerat marker al poludrii de cétre Petrova si colaboratorii (2007).

De asemenea, restructurdri ale cromozomilor politeni din glandele salivare de
Chironomus riparius au fost analizate si de catre Petrova si colaboratorii (2004), in doua regiuni
poluate cu metale grele din Bulgaria (satul Pancharevo) si Rusia (St. Petersburg). Cele mai
importante modificdri structurale au fost inversiile si deletiile somatice care au determinat
aparitia unei structuri de tip ,,pompon” a cromozomului [V G, o translocatie heterozigoti intre
cromozomii [V G si III F, mérirea discurilor individuale $i aparitia unui bloc de heterocromatina
in apropierea centromerului cromozomului IV G. Au fost evidentiate, de asemenea, modificari in
activitatea functionald a RON si a inelelor Balbiani (BRc/BRb). Cele mai frecvente modificari
structurale au fost inversiile somatice paracentrice i pericentrice heterozigote, deletia somatici a
regiunii Al.c-c din cromozomul G si un bloc de heterocromatind in apropierea centromerului
cromozomului G, in populatia din Bulgaria. In populatia din Rusia au fost depistate inversii
paracentrice heterozigote, o translocatie intercromozomala heterozigota si o deletie homozigota a
lui BRb.

Blaglocen (1964) a evidentiat in populatiile de Chironomus sp. care triiesc intr-un mediu
acvatic contaminat cu deseuri radioactive zece inversii si o deletie. Alterarea genetici este indusa
in populatiile de Chironomidae de cidtre o iradiere cronicd de nivel scizut a mediului
inconjurator. De asemenea, imperecherile ectopice dintre omologii cromozomului G au fost
semnalate la Chironomus balatonicus recoltat de la Cernobil, ulterior accidentului nuclear din
anul 1986 (Michailova si Petrova, 1991).
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Slizynski (1950), pe de o parte, si Keyl (1958, 1962), pe de alté parte, au tratat cu radiatii
X in doza mica embrioni de Drosophila si Chironomus si au observat o delefie structurala
partiala in cromozomul G la Chironomus. Speciile genului Chironomus prezinta plasticitate
ecologica si habiteaza in zone acvatice variate ca ecologie §i poluare, insd genomul siu prezinti
o sensibilitate ridicata la conditiile mediului inconjurdtor neobignuit pentru specie $i in special la
concentratii ridicate ale metalelor grele din substrat sau la radiafii. S-a ajuns la concluzia ci
Chironomus plumosus poate fi utilizat ca indicator biologic al poluarii antropogene a apei §i a
sedimentelor bentice (Petrova si colab., 2004).

Exista populatii de Chironomidae, in mediu nepoluat, care prezintd anumite modificari
structurale ale cromozomilor, acest aspect fiind explicat de catre Ladeveze si colaboratorii
(1988) prin faptul ca elementele transpozabile si cele repetitive sunt implicate in inducerea
spontana a remanierilor cromozomale in populatiile naturale. Punctele de rupere ale inversiilor se
pot produce la situsurile de insertie ale transpozonilor. Michailova si colaboratorii (1996) au
emis ipoteza ca la Chironomus riparius poate si existe o coincidentd intre distributia la nivel
cromozomal a unor elemente ADN mobile §i repetitive si anumite situsuri ale punctelor
cromozomale de rupere.

Din aceasta cauzi este obligatorie prelucrarea statistica a datelor referitoare la frecventa
aparitiei aberatiilor cromozomale in mediu poluat, comparativ cu incidenta aparitiei unor
asemenea restructurari cromozomale in habitate nepoluate. Incidenta mai mare a aberatiilor
cromozomale inregistratd in habitatele poluate devine o dovadd peremptorie in aprecierea
efectului agentului poluant asupra materialului genetic.

In Romania, cu studiul cromozomilor politeni s-au ocupat Ioan Steopoe si Lucian
Gavrila, de la Facultatea de Biologie, Universitatea din Bucuresti, acestia realizdnd observatii
citologice/citogenetice, la diferite specii de diptere.

In tara noastrs, studii privind fenotipurile cromozomale la Chironomus au fost realizate in
ultimul timp de Lucian Gavrila si colaboratorii sdi Liliana Burlibaga, Maria Daniela Usurelu,
Irina Radu, Laura Monica Magdalena, Aurel Ardelean, Marian Carabas si loana Macovei (2008,
2009) de la Institutul de Geneticd — Universitatea din Bucuresti. Pe plan mondial sunt de
referinta studiile efectuate de: Golygina si colaboratorii (2001) si Michailova si colaboratorii
(2009).

Spre deosebire de studiile efectuate la Chironomus, studiile privind fenotipurile
cromozomale care au fost realizate la Rhagoletis cerasi sunt mult mai putine, pe plan mondial si
aproape inexistente in Romania. Totusi, asemenea studii au fost initiate si la noi de Lucian
Gavrild (1983). Recent, complementul cromozomal politen al speciei Rhagoletis cerasi a fost
studiat de Kounatidis si colaboratorii (2008), care au demonstrat ca acesta este alcatuit din zece
brate politene derivate din complementul cromozomal diploid 2n=8.

2. PROBLEMELE PE CARE LE REZOLVA INVENTIA:

Inventia pune la dispozitia Inspectoratelor Judetene de Protectia Mediului, precum si
altor organizatii neguvernamentale de profil un mijloc fezabil, necostisitor si rapid de apreciere a
sanatatii. mediului inconjurdtor prin cuantificarea restructurarilor (remanieri, aberatii)
cromozomale provocate de prezenta in mediu a unor compusi poluanti, ca urmare a utilizarii
pesticidelor in combaterea chimicd a pestelor, sau a exploatirii de minereuri radioactive sau
metalifere (in special cele cu metale grele, precum plumbul si cadmiul).
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Pand in prezent, in Romaénia, aprecierea efectelor poludrii mediului inconjuritor s-a
realizat considerdndu-se prioritar efectele agentilor poluanti asupra unor indicatori biologici
grosieri, precum modificarile morfologice (efectele teratologice asupra diferitelor organe ale
speciilor). Numai cd, asemenea efecte teratologice pot fi de naturd plesiomorfa, adicd induse ca
urmare a actiunii unor factori mezologici nemutageni, precum modificarile climatice rapide,
astfel cd relevanta lor devine discutabild. Analiza bazatd doar pe asemenea modificari
morfologice creeaza confuzie si nu conduce la identificarea efectului primar al agentului poluant.

Metodologia propusd de inventia noastrd permite identificarea cauzelor primare ale
modificarilor produse in organismele vii sub impactul poludrii, deoarece asigurd dececlarea
efectelor acesteia asupra materialului genetic, in care este stocati informatia ereditard ce
dirijeaza realizarea tuturor trasaturilor unui organism, putidndu-se realiza chiar si prognoza
efectelor biologice ale poluantilor cu mult inainte ca acestea si devind manifeste ca trasaturi
anormale morfo-anatomice.

Metodologia promovata de acest brevet are la baza ample cercetari experimentale care au
vizat identificarea remanierilor cromozomale din cromozomii politeni ai larvelor de diptere
apdrute spontan in naturd la diferite specii, fie prin mobilizarea elemntelor genetice mobile
(transpozoni), fie sub actiunea infectiilor virale sau de altd naturd. Aceste cercetiri au fost initiate
de Gavrila si colaboratorii, acum doua decenii, acestia identificind in glandele salivare de
Chironomus plumosus un virus specific de tip Pox-like, corelat cu prezenta unor restructurari
cromozomale distincte fatd de cele inregistrate in conditii de poluare (Mihaescu Gr., Gavrila L.,
Miscalencu D. - A Pox virus in the salivary glands of Chironomus plumosus, Rev. Roum. Biol.,
Biol. Anim. 33(1), 1988).

Inventia poate fi aplicati, in conditii de teren si de laborator, cu costuri minimale si cu
pregatirea rapida a celor care o utilizeaza (cercetétori sau tehnicieni, chiar absolventi de liceu)
ceea ce ofera rezolvarea si a unor probleme de utilizare a fortei de munca pe plan local.

Eficienta metodologiei a fost stabilita pe baza urmitoarelor criterii:
1. Repetabilitatea
Estimarea frecventei aberatiilor cromozomale la nivelul cromozomilor politeni a permis
sid se constate existenta unor diferente relevante ale acesteia in regiunile nepoluate (de ex.
statiunea Moneasa din jud. Arad) si zonele poluate radioactiv sau cu metale grele (Ranusa si
Muresul Mort, judetul Arad, respectiv orasul Arad).
2. Asigurarea statistica
Analiza statisticd a rezultatelor investigatiilor a permis identificarea unei diferente
asiguratd statistic intre frecventa remanierilor cromozomale in zonele nepoluate si frecventa
acestora in zonele poluate.
3. Fezabilitatea §i economicitatea
Metodologia poate fi implementatd de IJPM-uri sau ONG-uri cu profil de mediu, cu
costuri minimale si eforturi reduse de pregétire tehnica a personalului.
4. Susteinabilitatea in protectia mediului §i ocrotirea biodiversitdtii
Metodologia face uz de reactivi obignuiti, netoxici care nu prezinta risc pentru utilizatori
si nu au impact de mediu, fiind biodegradabili. Cantitatea utilizata este neglijabila si nu pune
probleme de costuri.
Materialul biologic utilizat nu afecteazd biodiversitatea, nu implicd specii biologice
amenintate cu extinctia i nici nu ridica probleme de bioetica, de niciun fel.

8

i



(-2010-00926 - -
01 -10- 200

5. Metodologia poate oferi dovezi peremptorii in litigii de mediu, avind o potentiala valoare
echivalenta cu aceea a unei probe ADN.
Demonstrarea efectului agentului poluant asupra structurii cromozomilor politeni nu
poate fi pusda sub semnul intrebdrii dacd metodologia este aplicatd corect, putidndu-se realiza
probatorii comparative asigurate statistic $i cu imagistica concreta.

Avantajele inventiei sunt de naturd economici si credibilitate stiintificd si sunt urmétoarele:

1. repetabilitate si concretete;

2. aduce dovezi directe privind afectarea materialului genetic, detindtorul planurilor
arhitecturale ale tuturor trasaturilor organismelor vii;

3. exclude implicarile fals-pozitive, de naturd plesiomorfda, demonstrand actiunea nocivi a
agentului poluant direct asupra materialului genetic;

4. asigura obtinerea unor probe facile dar irefutabile, cu costuri materiale minime;

5. poate fi punct de pornire in realizarea unor demersuri antreprenoriale, cu utilizarea fortei
de munca locald, cu rezonanta in politicile socio-economice ale Uniunii Europene.

3. DESCRIEREA PROTOCOALELOR:

3.1. Metoda de colorare rapida cu carmin-acetic pentru studiul cromozomilor politeni

3.1.1. Materiale necesare:

Lame si lamele microscopice, ace spatulate, pensete, microscop optic, lupa binocular,
hartie de filtru, 1ampi de spirt, carmin acetic, sticle de ceas pyrex.

3.1.2. Material biologic:

Larve de Chironomus plumosus in stadiile III si IV de dezvoltare, larve de Rhagoletis
cerasi si Mycetophila agarici, in stadiul IlI de dezvoltare.

3.1.3. Etapele lucrarii:
- se iau larvele de stadiu III sau IV care urmeaza si se transforme in pupa. Glandele salivare
localizate in partea anterioard a corpului in imediata apropiere a ganglionului cerebroid sunt
legate de armétura bucald care apare ca un punct negru, sub tegumentul transparent.
- larva este transferati pe o lama microscopica, langa o picaturd de carmin-acetic dupa care, cu
ajutorul unei pense, aceasta este imobilizatd prin prinderea cu pensa de partea posterioard a
corpului, iar cu un ac spatulat se face o incizie inapoia punctului negru ce reprezinta armatura
bucala si, printr-o migcare de smulgere se detageazd aceastd parte anterioard a corpului,
recuperandu-se doar glandele salivare care sunt introduse direct in picatura de carmin-acetic, in
care stau 10-15 minute, iImprospatindu-se periodic carminul-acetic prin addugarea de noi
picaturi. Cand glandele salivare au cdpédtat o culoare rogie-aprinsa spre negru se aplica o lamela
microscopicd peste care se apasd usor cu pensa, acul spatulat sau cu un bat de chibrit pentru a se
realiza o etalare menajata a celulelor si cromozomilor, astfel incat s nu fie alterat, pe cat posibil,
modelul nativ de bandare a cromozomilor politeni. Ulterior, cu o hértie de filtru se indeparteazi
excesul de colorant si se efectueazd examinarea microscopica.

3.2. Metoda Feulgen

3.2.1. Materiale necesare: aceleasi ca la 3.1.1. la care se adaugi alcool metilic absolut,
acid acetic glacial, HCI 1IN, reactiv Schiff (leucofuxina).

3.2.2. Material biologic: acelasi cala 3.1.2

9

L)



ee-2010-00926 - -
01 -10- 2010

3.2.3. Etapele de lucru:
I~ Recoltarea probelor - Se folosesc larve de stadiul III - IV

Glandele salivare sunt dispuse in partea anterioara a corpului, inapoia armiturii bucale, ce
apare ca un punct negru. Se imobilizeaza cu ajutorul unei pense larva pe o lama microscopica si
este vizualizata la lupa binocular. Varful unui ac spatulat se agaza inapoia armaturii bucale si se
executd o miscare de incizie, urmati de una de smulgere in directie longitudinala fata de corpul
larvei. Odata cu indepartarea armaturii bucale vor fi extrase si glandele salivare care dupa o
prealabila spalare in apa distilatd si apoi indepértare a excesului de lichid sunt introduse in
amestecul fixator.
1l — Fixarea glandelor salivare se realizeaza intr-un amestec fixator 3:1, alcool metilic absolut:
acid acetic glacial, la frigider (4°C), timp de 2-3 ore.

in fixator, celulele sunt omorite, iar continutul citoplasmatic este coagulat, pe cind
structurile nucleare sunt conservate.
1l — Hidroliza

Dupia ce a fost inlaturat amestecul fixator prin spalare a glandelor salivare in apa de
robinet si apoi in apa distilata, se realizeaza hidroliza in HCI 1N, la 60°C, timp de 4 minute. Prin
hidroliza este facilitat procesul de colorare a cromozomilor si apoi de etalare a celulelor pe lama
microscopica.
1V — Colorarea

Matenalul biologic scos din HC1 1N se introduce in apa distilatd. Glandele salivare sunt
apoi transferate pe o bucati de hartie de filtru neteda entru deshidratare, dupa care sunt introduse
in colorant. Acesta este reactivul Schiff sau leucofuxina.

Materialul se lasda in colorant peste noapte, la frigider sau este tinut citeva ore la
temperatura camerei pana ce capata o culoare rogu-carmin.
V — Efectuarea preparatelor

Glanda salivara colorati este introdusé intr-o picdtura de carmin-acetic proaspat preparat
sau de apa acetica (acid acetic 45%), depusa pe o lama microscopica. Peste materialul colorat se
aplica o lamela, care se preseazi usor cu acul spatulat sau penseta si apoi cu ajutorul unei hartii
de filtru se absoarbe excesul de lichid.

Se poate utiliza pentru etalare si varful unui bag de chibrit, cu care se bate usor pentru a se
realiza o strivire menajata care si prezerve modelul de benzi.

Dupa uscare la aer, preparatul se analizeazi la microscop, cu obiectivul 40 sau cu
obiectivul de imersie. Se recomandd sa fie analizate cite 100 de celule de la 10 — 50 indivizi
pentru fiecare habitat investigat.

4. REZULTATE:

Scopul acestui demers este identificarea anumitor markeri cromozomali relevanti care s3
poata fi utilizati pentru evaluarea efectelor poludrii la nivel cromozomal, astfel incét in functie de
incidenta si amploarea lor, sd poata fi apreciata starea de sanitate a ecosistemelor din care au fost
prelevate probele biologice.

in vederea atingerii acestui obiectiv, este analizati structura cromozomilor politeni in
microscopie optica la speciile Chironomus plumosus, Rhagoletis cerasi si Mycetophila agarici in
conditii de posibilad poluare chimici si radioactiva din zona si rezultatele obtinute in cercetarea
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din laborator pot fi comparate cu rezultatele raportate, in literatura de specialitate, pentru zone
nepoluate sau, dupa caz, pentru zone poluate.

Chironomidele ofera unul dintre cele mai bune modele pentru studierea diversitatii
cromozomale in timpul divergentei populatiilor §i speciilor, deoarece ele pastreaza un mare grad
de omologie in secventa benzilor cromozomale.

Prezenta unui numir mare de benzi la Chironomus oferd o mare densitate de markeri de-a
lungul cromozomilor, care face din aceste insecte un model experimental foarte util in
investigarea evolutiei i dinamicii genomului (Gunderina si colab., 2005). Se poate urmari si
efectul diferitilor factori interni §i externi asupra functionarii genelor.

In cromozomii politeni ai speciilor din genul Chironomus modelul de benzi este inalt
reproductibil si caracteristic fiecdrei specii §i poate oferi posibilitatea detectiei diferitelor aberatii
cromozomale (inversii, deletii, duplicatii, translocatii), deoarece aceste aberatii afecteaza sinapsa
somatica a cromozomilor omologi, nemaifiind posibild o imperechere normala a acestora.

Orice modificare in structura cromozomilor politeni de la Chironomus duce la aparitia
unor alterari ale imperecherii somatice exprimate sub forma unor bucle, la nivelul cirora se poate
observa starea duplicata a bratelor cromozomale, care reprezintd un excelent sistem de studiu al
rearanjamentelor cromozomale ce se constituie in genosenzori pentru aprecierea sandtitii
mediului ambiant si evidentierea efectelor nocive ale alterdrii acesteia ca urmare a poluarii sau a
interventiei unor conditii meteorologice anormale (socuri termice, de exemplu).

Gavrila si colaboratorii (2003) considerd cromozomii politeni structuri prin excelenti
functionale care asigura sinteza intr-un timp foarte scurt a unor produsi necesari intr-o cantitate
foarte mare, spre a fi realizatd transformarea larvei in pupa. Dupa ce are loc sinteza acestor
produsi, celulele care produc asemenea sinteza suferd procesul de autoliza. Celulele glandelor
salivare ale adultului care prezinti cromozomii obisnuiti nu provin din celulele glandelor
salivare, ci din celulele discurilor imaginale care sunt determinate si apoi suferd mecanismul
complex al diferentierii structural functionale, in timpul proceselor de histoliza si histogeneza din
stadiul nimfal. Astfel, dupd ce au realizat o sintezid intensi, cromozomii politeni se
dezintegreaza, ei neputind realiza transmiterea informatiei lor ereditare in descendenti. Ca atare,
acestia sunt, prin excelenta, structuri functionale tranziente, prin care ADN isi manifesta in
exclusivitate functia heterocatalitica ce dirijeazad sinteza unor proteine specifice cerute celulei
intr-o cantitate mare si intr-un timp foarte scurt, ceea ce este insd esential in derularea
programului de metamorfozi a insectei. Aceastd cerintd nu poate fi indeplinitd decat prin
adoptarea politeniei (fig. 1).

O remaniere cromozomald este consideratd ereditard atunci cand afecteaza celulele
ambelor glande salivare ale unuia si aceluiagi individ si somaticd, atunci cand intr-o glanda
salivard existd nuclei in care se afla acea remaniere céit si nuclei in care nu este prezenti
asemenea remaniere cromozomald. Restructurdrile cromozomale somatice se produc in timpul
fazelor embrionare timpurii (inainte de instalarea politenizirii), in timp ce restructurdrile
cromatidice se produc cand agentul poluant a actionat dupé ce procesul de politenizare a inceput
(Michailova si colab., 2000).

Alteririle ereditare sunt exprimate prin polimorfismul cromozomal al speciilor si au
valoare selectiva diferitd in functie de componentele mediului din zonele investigate, iar
frecventa restructurdrilor cromozomale este semnificativ mai ridicatd la exemplarele colectate
din zonele poluate, comparativ cu zonele nepoluate. Au fost identificate diferite remanieri
reprezentate prin inversii, deletii, translocatii, desinapsii, imperecheri ectopice si aneuploidii;
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majoritatea punctelor de rupere din cadrul remanierilor au fost identificate de o parte si de alta a
centromerului, unde se afld localizati heterocromatina constitutiva. In anumite regiuni puternic
industrializate ale Italiei, s-a observat ca larvele de Chironomus plumosus prezinta o variabilitate
crescutd a activititii de transcriptie a cromozomilor politeni, precum §i numeroase rearanjamente
structurale in cromozomul G, dar si diverse tipuri de aberatii cromozomale somatice si ereditare
(Michailova si colab., 1998).

In investigatiile noastre recente (Gavrila si colab., 2008, 2009) au fost studiate aspectele
de fenotip cromozomal cu referire speciald la restructurarile cromozomale din cromozomii
politeni de Chironomus plumosus, din habitate poluate, din judetul Arad, evidentiindu-se o
incidenta mare a remanierilor cromozomale in conditii de poluare comparativ cu zonele
nepoluate (fig. 2).

Analiza statisticd a datelor obtinute privind frecventa aberatiilor cromozomale la
Chironomus plumosus a fost realizatd pe 100 de complemente cromozomale politene la céte 35
de indivizi, pentru fiecare dintre cele trei populatii, din doud zone poluate reprezentate de
Canalul Muresul Mort din Arad si localitatea Rénusa, avand ca martor o populatie dintr-un
habitat nepoluat aflat in localitatea Lipova (tabele nr. 1-3, grafice nr. 1-3).

Existi diferente in ceea ce priveste incidenta si spectrul modificarilor cromozomale intre
control (martor) si zonele poluate, dar si intre cele doud zone poluate. Aceste diferente pot fi
explicate prin numerosi factori, incluzand concentratiile diferite ale metalelor grele si ale
compusilor acestora intensitatea (doza) radiatiilor, iar pe de altd parte prin diferentele specifice
conditiilor de viata pentru fiecare biotop studiat, precum si stadiul fiziologic al organismului in
care agentul poluant a actionat.

in plus fata de restructuririle cromozomale, in populatiile de Chironomus plumosus,
studiate din judetul Arad au fost identificate si mutatii genomice reprezentate prin aneuploidii
(monosomie, trisomie) ce afecteaza perechea a IV-a de cromozomi, precum §i prezenta unui
numar variabil de cromozomi supranumerari, desemnati cromozomi B. Se stie ca natura
cromozomilor B este prin excelentd heterocromatica. Ei au insd un rol important, afectind
plasticitatea genomului §i conferind individului purtitor elasticitate adaptivd la variatia
conditiilor de mediu.

O posibila monosomie a celei de a [V-a perechi a complementului cromozomal politen de
Chironomus plumosus a fost intalnita ocazional (fig. 3) in céteva celule ale aceleiasi glande
salivare In care trisomia acestei perechi a fost de asemenea identificatd, sugerdnd ci in
dezvoltarea embrionard timpurie a acestui individ s-a produs un fenomen de non-disjunctie
mitotica (prin esuarea diviziunii centromerului) in mitozele ce au precedat intrarea celulei in
endociclu politenic in unul dintre cei doi cromozomi omologi ai celei de a IV-a perechi de
cromozomi. Acest lucru determind aparitia a doua linii celulare aneuploide, una cu trisomie
(2n+1), cealalta cu monosomie (2n-1), pentru aceasti pereche cromozomali. inseamna ca glanda
salivara a larvei a fost un amestec (mozaic) de celule normale disomice (2n), trisomice (2n+1) si
monosomice (2n-1) care a condus la existenta de celule cu 4, 5 si, respectiv 3 cromozomi
politeni in glandele salivare, variatia afectand cel de-al patrulea (IV) cromozom, cel mai scurt al
complementului.

In aceeasi celulda cu monosomia celei de a IV-a perechi de cromozomi (fig. 3) a fost
identificat un rearanjament cromozomal complex in cromozomul politen III care prezinti
desinapsia bratului sdu scurt ce apare ca o bifurcatie intre ramurile careia se afla un corp
heterocromatic vizibil, masiv, care nu prezinti un model evident de bandare. Aceasta poate
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reprezenta o translocatie a unui cromozom B atipic. S-a semnalat si desinapsia regiunii terminale
a bratului lung al cromozomilor politeni I si III. Aceste aspecte ale fenotipului cromozomal ar
putea sugera existenta unor deregldri semnificative la nivelul proceselor sinaptice somatice
exprimate la nivelul intregului genom, adicd un caz tipic de ,,zgomot” citogenetic, generator de
instabilitate cromozomald si de dinamicd genomica, ,,zgomot” ce poate fi amplificat sub
incidenta poluirii mediului ambiant.

La larvele de Chironomus plumosus colectate si analizate din Canalul Muresul Mort din
Arad (ce reprezintd o deviatie a Canalului Muresel, care isi evacueazi apele in Mures), in care
sunt concentratii ridicate de metale grele, au fost evidentiate numeroase aberatii cromozomale de
tipul inversiilor, deletiilor, translocatiilor, imperecherilor ectopice si desinapsiilor.

Activitatea cromozomalid speciald de pufare intilniti la unele larve de Chironomus
plumosus din Canalul Muresul Mort pare a se datora actiunii plumbului, fapt demonstrat si in
cercetarile efectuate de Michailova si colaboratorii (2001, 2006), care au tratat experimental, in
laborator, larve de Chironomus cu compusi ai plumbului obtindnd rezultate comparabile.

De asemenea, aplicindu-se un tratament cronic cu metale precum cromul, aluminiul si
plumbul, s-a constatat o crestere semnificativa a frecventei deletiilor la nivelul cromozomului G
(Michailova si colab., 2006). Numeroase deletii au fost identificate si in cromozomii politeni ai
larvelor de Chironomus plumosus din habitatele arddene poluate cu metale grele.

Modificarile observate in activitatea inelelor Balbiani si a regiunii organizator nucleolare
pot fi puse pe seama toxicitdtii cronice a cuprului asupra larvelor de Chironomus plumosus,
fenomen descris si in literatura de specialitate (Aziz si colab., 1991). In cadrul studiilor realizate
la Chironomus plumosus prelevat din sedimentele din Canalul Muresul Mort au fost identificate
17 restructuriri cromozomale somatice diferite dintre care: trei inversii, cinci deletii, doua
translocatii si sapte desinapsii precum §i aneuploidii reprezentate printr-o trisomie, observandu-
se si prezenta unor cromozomi supranumerari B.

In afara de restructuririle cromozomale identificate in populatiile studiate, cercetirile
efectuate evidentiazd pentru prima datd in Romaénia existenta in populatiile de Chironomus
plumosus din zona Arad a unor mutatii genomice, la nivelul complementului cromozomal politen
reprezentate prin aneuploidii de tipul monosomiei si trisomiei ce afecteaza perechea a IV-a de
cromozomi.

Un alt fenomen interesant este reprezentat de prezenta unor cromozomi supranumerari
desemnati cromozomi B, la specia Chironomus plumosus. Acesti cromozomi au un rol important
afectdnd plasticitatea genomului §i conferind indivizilor purtitori elasticitate adaptativa la
variatia conditiilor de mediu. Numarul lor variaza si in functie de conditiile de mediu extern,
putand fi in sine un genosenzor sensibil, indicator de poluare.

in populatiile studiate de Chironomus plumosus colectate din canalul Muresul Mort din
Arad, a fost frecvent observatd o reducere dramaticd a celui de-al treilea inel Balbiani BRc3,
simultan cu expansiunea inelului BRa, (organizator nucleolar NO) de la nivelul cromozomului
politen IV. Inelele Balbiani sunt pufe active care codificd pentru polipeptidele principale legate
de tranzitia stadiului de larva spre pupa din metamorfoza insectei. In ecosistemele nepoluate cele
trei inele Balbiani Bra;, BRb; si BRcs, sunt in general egale ca marime.

La larvele de Chironomus plumosus colectate din sedimentele poluate radioactiv din
localitatea Ranusa au fost evidentiate urméitoarele remanieri cromozomale: sase inversii, sase
deletii, trei translocatii, 12 desinapsii si o imperechere ectopica. De asemenea, au fost identificate
doua trisomii, 0 monosomie precum $i cromozomii supranumerari B.
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Prin coloratia DAPI a fost evidentiatd in populatia de Chironomus plumosus colectatd din
localitatea Ranusa (jud. Arad), pufarea telomericd a cromozomului III care demonstreaza o
posibila activare a genelor de tip HS (de la heat shock = gene de soc termic), care sunt activate
in conditii specifice. In cazul de fata o gama larga de conditii stresante este capabila de a mima
efectul socului termic asupra expresiei genice, reprezentand un exemplu atipic de ,,fenocopie”.
Este posibil ca metalele grele si radionuclizii din minele de uraniu care polueazi zona respectiva
s actioneze ca inductori ai structurii expandate de tip inel Ballbiani, la nivelul telomerei, din
bratul drept al cromozomului III, un fenomen similar cu rispunsul la soc termic.

Studiul structurii cromozomilor politeni cu ajutorul microscopului optic la specia
Chironomus plumosus a scos in evidentd lipsa etapei de formare a cromocentrului, bratele
cromozomale fiind independente. La aceasta specie, fiecare cromozom face sinapsa cu omologul
sau, dupa care sufera procesul de politenizare, pe cand la Rhagoletis cerasi si Mycetophila
agarici, organizarea complementului cromozomal politen este realizatdi dupa modelul
Drosophila, cu formarea prealabilda a unui cromocentru, dupd care are loc desfasurarea
endociclului politen.

In urma aplicarii tehnicii de colorare clasica si a procedurii menajate squash, a putut fi
mentinut modelul nativ de bandare cromozomald in cromozomii politeni, fiind astfel posibila
identificarea diferitelor rearanjamente cromozomale. La Chironomus plumosus, la unele larve,
poate fi observat un singur tip de restructurare cromozomala, fie intr-un singur cromozom sau in
mai multi cromozomi. La alte larve au putut fi observate multiple rearanjamente cromozomale in
complementul cromozomal politen, fie in acelagi cromozom sau in cromozomi diferiti. Studiile
realizate la acest dipter, mai ales in zonele critice sub aspectul poluirii cu diversi poluanti
radioactivi si cu metale grele din judetul Arad au scos in evidentd mai multe tipuri de
restructurari cromozomale, printre care inversii, deletii, translocatii, desinapsii si imperecheri
ectopice, precum s$i existenta aneuploizilor reprezentati prin monosomie si trisomie. Acest
spectru larg de remanieri cromozomale poate fi explicat prin faptul ca larvele de Chironomus
plumosus sunt foarte active metabolic si genomul lor se dovedeste a fi extrem de sensibil la
factorii de stres din mediu, mai ales la substantele poluante.

Investigatiile efectuate la specia Rhagoletis cerasi au permis evidentierea faptului ca, in
glandele salivare, cromozomii politeni prezintd de-a lungul bratelor lor grade diferite de
politenizare, regiunile subreplicate (uneori foarte extinse) alternand cu regiunile replicate normal.

Subreplicarea unor sectoare extinse ale genomului dintr-un nucleu face ca acesta sa
prezinte un grad de complexitate mult mai mare decat cel intdlnit acolo unde a avut loc o
replicare normald a cromozomului. In nucleul politen nu se poate atinge gradul de condensare
din nucleul celulei mitotice, iar acest fapt face ca in nucleul politen de la Rhagoletis cerasi
regiunile necondensate ale unor cromozomi s se poat atinge usor de ale altor cromozomi, dand
un aspect general reticulat al nucleului politen cu zone decondensate i zone puternic condensate,
in care fibra de cromatind este organizatd dupa modelul politen cu benzi si interbenzi. Un
asemenea mozaic de fibre de cromatind din nucleul politen cu o condensare neuniformd a
fibrelor de cromatina si cu alternantd de regiuni extrareplicate si sectoare normal replicate sau
subreplicate ar produce mari probleme in repartizarea echilibratd a materialului genetic daca
nucleul politen s-ar divide.

Dupa Gavrila si colaboratorii (2003) o asemenea arhitecturd cromozomala care este
bazatd pe condensare neuniforma ar predispune celula la o repartizare neechilibrati a genelor in
nuclei-fii, ceea ce ar compromite functionarea normala a celulei, punind sub semnul intrebarii
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existenta sistemului. Autorii considerd ca poate aceasta este si logica pentru care celulele cu
nuclei politeni nu se mai divid, dupé ce au canalizat macazul nuclear spre endociclul politen i de
aici spre calea apoptozei.

La Rhagoletis cerasi, ansamblul cromozomilor politeni se prezintid sub un aranjament
complex care poate fi interpretat ca rezultat al unei asocieri a cromozomilor cu membrana interna
a anvelopei nucleare, cu realizarea de conective intercromozomale i in consecinti cu
constituirea unor structuri supracromozomale de tip circular cu numeroase ramificatii.

Arhitectura nucleului politen la Rhagoletis cerasi si neuniformitatea condensarii initiale
inainte de producerea rundelor succesive de replicare permit realizarea unor contacte intre
regiuni mai indepartate ale aceluiasi cromozom sau intre cromozomi diferiti prin fibre care nu
sunt supuse politenizirii. Aceste contacte sunt baza imperecherii ectopice in sistemele politenice.
Pe langa modelul caracteristic de bandare, cromozomii politeni de la Rhagoletis cerasi mai pot
prezenta ca aspecte specifice de fenotip cromozomal regiuni de despiralizare ale benzilor unele
mai limitate — pufuri, altele mai extinse — inele Balbiani.

Un spectru larg de restructurari cromozomale poate fi intilnit $i In cromozomii politeni
de la Rhagoletis cerasi (fig. 4, 5). Cele mai multe sunt reprezentate de bucle de desinapsie, bucle
de inversie interstitiale, subterminale sau terminale.

In figura 6 pot fi observate bucle de inversie in bratul unui cromozom politen la
Rhagoletis cerasi, iar in figura 7, un inel de inversie in bratul unui cromozom politen al aceleiasi
specii. Uneori restructurdrile pot fi deosebit de complexe, reprezentand figurt in opt, figuri
hairpin sau bifurcatii, geneza lor fiind greu de explicat. Gavrild si colaboratorii (2003) explica
prezenta acestora datoritd interventiei probabile a elementelor genetice mobile (transpozoni) si
asincroniei intracromozomale si, mai ales, intercromozomale, in sinteza ADN din derularea
ciclurilor endomitotice ale politenizérii.

Investigatiile efectuate la microscopul optic la specia Rhagoletis cerasi au permis
evidentierea faptului ca in glandele salivare cromozomii politeni prezintid de-a lungul bratelor
grade diferite de politenizare; regiunile subreplicate pot fi uneori limitate, alteori extinse. De
asemenea, cromozomii politeni de la Rhagoletis cerasi, spre deosebire de cei de la Chironomus
plumosus, sunt organizati in maniera celor de la Drosophila melanogaster, cu heterocromatina
pericentromerica asociata in cromocentru.

Analiza statistica a datelor obtinute privind frecventa aberatiilor cromozomale la specia
Rhagoletis cerasi a fost realizatd pe 100 complemente cromozomale, la cate 35 de indivizi,
pentru fiecare din cele trei populatii, din doud zone poluate radioactiv reprezentate de localitatea
Rinusa si localitatea Birzava si o populatie dintr-o zond nepoluata aflata in localitatea Lipova
(tabele nr. 4-6, grafice nr. 4-6).

Analiza datelor prezentate, in tabelul 4 si in graficul 4, permite a fi evidentiat faptul ca in
zona poluatd radioactiv Réinusa sunt intdlnite cele mai multe tipuri de rearanjamente
cromozomale: trei inversii, doua deletii, o translocatie si trei desinapsii. Urmeaza apoi zona mai
putin poluata radioactiv Birzava, cu doud inversii, o deletie si o desinapsie. A fost identificata si
o inversie in zona de control nesupusa factorilor poluarii, semn al existentei in genomul acestei
insecte a unor elemente transpozabile care asigurd prin mobilizarea lor intragenomici o anumita
dinamica genomica, instabilitatea acesteia fiind augmentata la interferenta cu factorii poluanti.

Pentru obiectivizarea concluziilor, certitudinea unor investigatii riguroase si justetea
deciziilor se impune cu necesitate realizarea unor cercetiiri comparative in zone control/martor
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(nepoluate) versus zone de impact ecologic (poluate), precum si prelucrarea statisticd a datelor
obtinute.

Spre deosebire de Rhagoletis cerasi si, mai ales de Chironomus plumosus, studiile
privind cromozomii politeni la specia Mycetophila agarici (2n=8) sunt putine. Complementul
cromozomal politen la aceastd specie este ca si la Rhagoletis cerasi de tip Drosophila,
organizarea acestuia fiind intdlnitd, dupa cum am putut remarca la speciile de diptere in care
etapa larvala a metamorfozei este desfasurati in alte medii decét cel acvatic. De asemenea, poate
fi evidentiata o structurd particulard a telomerelor in care dispare pattern-ul de benzi care este
inlocuit cu fibre de cromatind sub forma de bucle care au un traiect perpendicular pe axul lung al
cromozomului.

La Mycetophila agarici a fost evidentiatd asimetria unor regiuni despiralizate (pufe) ale
cromomerelor. Analiza complementului cromozomal politen la aceastd specie permite
evidentierea unor multiple restructurdri cromozomale (fig. 8, 9), urmare a alterdrii omologiei
cromozomilor din perechile de cromozomi si gratie realizirii sinapsei somatice a acestora.

Dintre restructurdrile cele mai importante observate in cromozomii politeni la
Mycetophila agarici, pot fi mentionate inelele sau buclele de inversie (fig. 10). Au fost
identificate si alte aspecte interesante de organizare celulard a materialului genetic cum ar fi o
posibila organizare supracromozomald, precum §i o organizare a cromozomilor politeni pe
prezumtive domenii cromozomale.

Structura cromozomilor politeni ai larvelor speciei Mycetophila agarici aratd ca
organizarea complementului cromozomal politen este realizata, ca si la Rhagoletis cerasi, dupa
modelul Drosophila, cu formarea unui cromocentru. A fost evidentiatd o structura particulara a
telomerelor in care pattern-ul de benzi este inlocuit cu fibre de cromatina dispuse sub forma de
bucle cu un traiect perpendicular pe axul lung al cromozomului.

La Mycetophila agarici, in cromozomii politeni apar pufuri cu specificitate de stadiu de
dezvoltare larvald si cu o distributie caracteristica fiecarui brat cromozomal.

Un lucru foarte interesant apare in celulele aflate in stadii avansate de apoptozi, in care
modelul de bandare este modificat, pastrindu-se doar unele zone heterocromatice fragmentate
sau blocuri mari de heterocromatinid rezultate prin confluarea sectoarelor heterocromatice in
urma hidrolizei mai rapide a zonelor eucromatice.

Folosind larve de stadiul 1II-IV, de Chironomus plumosus, Rhagoletis cerasi si
Mycetophila agarici in investigatiile efectuate In scopul de a gasi anumiti genosenzori relevanti
si folositori pentru evaluarea starii de sdnitate a mediului inconjurétor, se poate concluziona ci
aceste specii (in mod special Chironomus plumosus) pot fi un model de bazi pentru studierea
genosenzorilor in vederea estimdrii efectelor poludrii mediului inconjurator asupra sistemelor vii
si asupra dinamicii genomului celulelor eucariote.

In afara de restructuririle cromozomale au fost luate in considerare si alte aspecte
fenotipice ale cromozomilor politeni incluzind functia organizator nucleolard, replicarea
diferentiatda si amplificarea genelor ribozomale din regiunile organizator - nucleolare drept
elemente potentiale cu valoare de genosenzor.

Investigatiile citologice cu ajutorul microscopului optic, prin tehnica clasica de colorare a
cromozomilor efectuate la speciile Chironomus plumosus, Rhagoletis cerasi si Mycetophila
agarici, apartinand ordinului Diptera, din zona Arad, au permis evidentierea unor aspecte
interesante legate de organizarea si functionarea cromozomilor politeni. Studiile realizate pe
aceste specii (indeosebi la Chironomus plumosus), mai ales, in zonele critice, sub aspectul
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poludrii cu diversi poluanti radioactivi si metale grele din zona Arad au scos in evidentd o gama
variati de restructurdri cromozomale printre care: inversii, deletii, translocatii, desinapsii si
imperecheri ectopice ce pot fi considerate a avea valoare de genosenzori in reactia sistemelor
biologice la efectele poludrii mediului.

Analiza citogeneticd a acestor specii de diptere permite identificarea in cromozomii lor
politeni a unor noi elemente de fenotip cromozomal §i a unor restructurari cromozomale carora li
se poate conferi valenta unor genosenzori in evaluarea efectelor poluarii mediului inconjuritor.

Analiza statisticd a frecventei aberatiilor cromozomale la specia Mycetophila agarici, ca
si in cazul speciei Rhagoletis cerasi a fost realizatd pe 100 de complemente cromozomale
politene, la cite 35 de indivizi pentru fiecare din cele trei populatii din doud zone poluate
radioactiv (Ranusa si Birzava) si o populatie dintr-o zond nepoluati aflatd in localitatea Lipova
(tabele nr. 7-9, grafice nr. 7-9).

La Mycetophila agarici numarul modificarilor cromozomale este mult mai mic fati de
celelalte doud specii, dar, ca si in cazul lor cele mai multe aberatii cromozomale, au fost intalnite
la populatia studiatad de la Ranuga, unde au fost depistate doua inversii, o deletie si trei desinapsii.
La Barzava, cea mai frecventd remaniere cromozomala este inversia paracentrica (interstitiala),
pe cind in zona de control, desinapsia este restructurarea cel mai des intilnita, aceasta reflectand,
probabil, functionarea transpozitiei elementelor genetice mobile.

5. CONCLUZII GENERALLE:

1. Brevetul propune abordarea analizei impactului poludrii mediului inconjuritor prin
identificarea unor modificari ale structurii §i functiondrii materialului genetic sub
influenta diferitilor agenti poluanti, ludndu-se spre exemplificare efectul radioactivititii
artificiale si efectul ionilor metalelor grele.

2. Avand in vedere aplicarea sa pe scard largd, cu costuri minimale, autorii au imaginat
identificarea unor genosenzori relevanti, usor de evidentiat in conditii de teren sau de
laborator modest dotat cu aparaturd si reactivi, care nu presupune costuri majore in
intretinerea si functionarea sa, operatiunile putidnd fi asumate de cétre un personal cu
pregatire medie (laboranti, tehnicieni) sub supravegherea unui licentiat in biologie sau
ecologie.

3. Genosenzorii utilizati in aprecierea efectelor agentilor poluanti cu efect
mutagen/clastogen sunt reprezentati de restructuréirile cromozomilor politeni din celulele
glandelor salivare ale larvelor de diptere intilnite ubicvitar in ape (Chironomus plumosus,
Anopheles sp.), pe sol (Mycetophila agarici) sau in partile inferioare ale atmosferei
(Rhagoletis cerasi) astfel ca sa fie posibila identificarea efectelor poludrii tuturor mediilor
de viata (aer, apa, sol).

4. Materialul biologic ce urmeaza a fi analizat nu ridica niciun fel de probleme de bioetica
sau de protectie speciald pentru specii aflate pe liste speciale pentru specii amenintate cu
extinctia sau specii rare, endemisme etc.

5. Costurile de implementare a brevetului sunt minimale, atit pentru componenta dotarea
materiala, cét §i pentru componenta resurse umane, brevetul putand rezolva multe aspecte
legate de protectia mediului inconjuritor, crearca unei retele nationale de monitoring
ecologic, accesarea finantdrii comunitare si a fondurilor europene precum si utilizarea
fortei de munca locale si a reorientarii profesionale.
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REVENDICARI

Investigatiile citologice cu ajutorul microscopului optic prin tehnica clasica de colorare a
cromozomilor efectuate la speciile Chironomus plumosus, Rhagoletis cerasi si Mycetophila
agarici apartindnd ordinului Diptera din zona Arad au permis evidentierea unor aspecte
interesante legate de organizarea gi funcfionarea cromozomilor politeni ce pot fi utilizate ca
genosenzori in aprecierca gradului de poluare a mediului inconjuritor. Studiile realizate pe
aceste specii (In special Chironomus plumosus), mai ales in zonele critice sub aspectul poluirii
cu diversi poluanti radioactivi si metale grele din zona Arad au scos in evidenta o gama variata
de restructuriri cromozomale printre care: inversii, deletii, translocatii, desinapsii si imperecheri
ectopice. Aceste rearanjamente cromozomale au fost fotografiate si descrise pentru prima dati in
literatura de specialitate din Romania.

In afara de restructuririle cromozomale identificate in populatiile studiate de Diptere,
cercetirile efectuate evidentiazd pentru prima datd in Romaénia existenta in populatiile de
Chironomus plumosus din zona Arad a unor mutatii genomice la nivelul complementului
cromozomal politen reprezentate prin aneuploidii de tipul monosomiei i trisomiei ce afecteazi
perechea a IV-a de cromozomi.

Un alt fenomen interesant §i descris il reprezinti prezenta in numdar variabil a
cromozomilor supranumerari (cromozomi B), la specia Chironomus plumosus, care au un rol
important afectdnd plasticitatea genomului i conferind indivizilor purtitori elasticitate
adaptativi la variatia conditiilor de mediu.

Se revendica originalitatea ideii utilizarii tipurilor §i frecventei aberatiilor cromozomale
din sistemul politen ca genosenzori in aprecierea starii de sandtate a mediului.

Metodologia propusd in prezenta cerere de brevet este caracterizatd de fezabilitate,
costuri reduse si o dotare materiala minimala. Cercetirile noastre realizate in laborator utilizind
microscopia electronicd TEM si microscopia de fluorescentd, prin coloratie DAPI ne-au permis
si evidentiem structura find a cromozomilor politeni, precum si numeroase restructuriri
cromozomale, dar asemenea abordiri sunt mult mai laborioase si mai costisitoare si nu pot fi
utilizate in investigatiile de teren, astfel cd metoda propusa de noi, prin colorare cu carmin acetic
este net superioara altor abordari.

Procedeul propus este usor de insusit si poate si fie generalizat la nivel national. Se ofera
astfel un instrument stiintific bazat pe rigoare in rezolvarea impactului de mediu in conditiile
actuale ale globalizarii §i expansiunii industriale §i asociat acestora ale deteriorarii si poludrii
mediului ambiant.
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Fig. 1 Rearanjament cromozomal complex (inversie + translocatie) intr-un cromozom politen de
Chironomus plumosus, vizualizat cu obiectivul de imersie si fotografiat la diferite niveluri focale
(1, 3, 4). Inversii paracentrice subterminale si intercalare in cromozomi politeni de Chironomus

plumosus vizualizate cu obiectivul imersie (2, 5). Sagetile indica inele Balbiani (original Gavrila,
1983).
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Fig. 2 Unele rearanjamente cromozomale: bucle de inversie intercalara (a) rearanjament
cromozomal complex (interschimb complex (b si ¢) la Chironomus plumosus (original Gavrila,
2003).
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Tabel 1 Frecventa aberatiilor cromozomale somatice la specia Chironomus plumosus din zonele

poluate si din zona de control.

(-2010-00920- -

Nr. Nr. Spectrul rearanjamentelor cromozomale
ZONA indivizi nuclei (nr. indivizi/100 nuclei politeni)
analizati | politeni . .
. .. | INVERSI DELETH TRANSLOCATII DESINAPSit IMPERECHER]
analizati ECTOPICE
CONTROL 35 100 1 0 1 2 0
(NEPOLUATA)
LIPOVA
POLUATA 1 35 100 6 6 3 12 1
(RADIOACTIV)
RANUSA
POLUATA 2
(METALE
GRELE) 35 100 3 5 2 7 0
MURESUL
MORT ARAD
Zona Chi-patrat a Valoareap a Gradul de libertate
lui Yates' lui Yates'
Poluata 1 vs Control 1.605 0.8078932 4
Poluata 2 vs Control 0.421 0.93587103 3
Poluatd 1 vs Poluati 2 0.266 0.99190195 4
Poluati 1 vs Poluata 2 vs Control 2.797 0.94644377 8
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Grafic 1 Histograma incidentei rearanjamentelor cromozomale la Chironomus plumosus, in
zonele investigate Lipova (control), Rénusa si Canalul Muresul Mort Arad (zone poluate).
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Tabel 2 Valorile unor indicatori statistici pentru restructurarile
Chironomus plumosus, din zonele analizate.

01 -0~ 2010

cromozomale intilnite la

ZONA ZONA
) o CONTROL POLUATA 1 POLUATA 2
Indicator statistic (NEPOLUAT) (RADIOACTIV) (METALE GRELE)
LIPOVA RANUSA MURESUL MORT
ARAD
Media aritmetica 0.8 5.6 3.4
Er. standard a mediei 0.374165739 1.860107524 | 1.208304597

Abaterea standard

0.836660027

4.159326869

2.701851217

Coeficientul de variatie 1.045825033 0.742736941 | 0.794662123
Valoarea minima 0 1 0

Valoarea maxima 2 12 7

Nr. valorilor caract. 5 5 5

Asimetria 0.343621597 0.572407708 | 0.122440323
Abaterea medie 0.8 3.6 2.6

Mediana I 6 3
Amplitudinea de var. 2 1 7

Nivelul de cont. (0,95) 1.038850665 5.164486408 | 3.354791403
Limita inf. de conf. 0.425834261 3.739892476 | 2.191695403
Limita sup. de conf. 1.174165739 7460107524 | 4.608304597
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Grafic 2 Curba de variatie a incidentei restructurérilor cromozomale depistate la Chironomus
plumosus, in zonele analizate.
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Tabel 3 Valorile unor indicatori statistici referitoare la restructurarile cromozomale depistate la
Chironomus plumosus, din materialul analizat din cele trei zone investigate.

Indicator statistic INVERSII DELETII TRANSLOCATII DESINAPSII IMPERECHERI
ECTOPICE

Media aritmetica 3.333333333 3.666666667 2 7 0.333333333
Er. standard a mediei 1.452966315 1.855921454 0.577350269 2.886751346 | 0.333333333
Abaterea standard 2.516611478 3.214550254 1 5 0.577350269
Coeficientu} de variatie | 0.754983444 0.876695524 0.5 0.714285714 | 1.732050808
Valoarea minima 1 0 1 2 0

| V "harea maxima 6 6 3 12 1
N1. valorilor caract. 3 3 3 3 3
Asimetria 0.239063147 -0.630903857 0 0 0.707106781
Abaterea medie 2.666666667 3.666666667 1 5 0.666666667
Mediana 3 5 2 7 0
Amplitudinea de var. 5 6 2 10 1
Nivelul de conf. (0,95) | 6.251609802 7.985385895 2.484137774 12.42068863 | 1.434217572
Limita inf. de conf. 1.880367019 1.810745212 1.422649731 4.113248654 | -5.55E-17
Limita sup. de conf. 4.786299648 5.522588121 2.577350269 9.886751346 | 0.666666667
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Grafic 3 Curba de variatie a incidentei restructurdrilor cromozomale depistate la Chironomus
plumosus, din materialul analizat din cele trei zone investigate.
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Fig. 3 Monosomia cromozomului politen IV de Chironomus plumosus si efectele genomice ale
wZgomotului citogenetic” determinat de aceasta §i exprimat prin remanieri cromozomale ce
afecteazi ceilalti cromozomi ai complementului.
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Fig. 4 Inele Balbiani in cromozomii politeni de Rhagoletis (1, 3, 4). Inversie in cromozomii
politeni de Rhagoletis. Rearanjament cromozomal complex reprezentat de o inversie asociati cu
o imperechere ectopica (5). La Rhagoletis, unii cromozomi politeni sunt asociati cu un corpuscul
terminal sferic sau elipsoidal de tip nucleolar. Formarea acestor corpusculi de tip nucleolar este o
caracteristica generala a locilor activi. Ei pot reprezenta nucleoli secundari. In anumite cazuri,
acestia prezinti o structurd complexd aseménétoare unei retele de fibrile sau un strat dublu avand
o zoni centrald densa i un strat periferic mai putin dens (3). Pozitia lor este, de obicei, terminala
(original Gavrila, 1983).
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Fig. 5 Numeroase §i complexe restructurdri cromozomale in cromozomii politeni de la
Rhagoletis cerasi. Pot fi remarcate sectoare subreplicate ale acestor cromozomi ce apar ca fibre
de cromatind de aproximativ 30pm diametru, contrastand cu sectoarele supuse numeroaselor
runde de replicare care adoptd fenotipul cromozomal politen (original, Gavrila).
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Fig. 6 Bucle de inversie in bratul unui cromozom politen la Rhagoletis cerasi (original, Gavrila).
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Fig. 7 Inel de inversie in bratul unui cromozom politen de Rhagoletis cerasi (original, Gavrila).
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Tabel 4 Frecventa aberatiilor structurale la Rhagoletis cerasi, din zonele poluate si zona de
control.

Nr. Nr. Spectrul rearanjamentelor cromozomale
ZONA indivizi nuclei (nr. indivizi/100 nuclei politeni)
analizati | politeni
analizati | INVERSHI DELETII  TRANSLOCATIH DESINAPSII IMPERECHERI
ECTOPICE
CONTROL 35 100 | 0 0 0 0
(NEPOLUATA)
LIPOVA _
POLUATA | 35 100 3 2 1 3 0
(RADIOACTIV)
RANUSA
POLUATA 2
(RADIOACTIV,
PULBERI DE 35 100 2 | 0 1 0
PRAF)
BIRZAVA
Zona Chi-patrat a lui Valoarea p a lui Gradul de
Yates' Yates' libertate
Poluatd 1 vs Control 2.454 0.4836617 3
Poluatd 2 vs Control 1.146 0.5638314 2
Poluata | vs Poluati 2 0.54 0.91001969 3
Poluati 1 vs Poluati 2 vs Control 3.735 0.71248606 6
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Grafic 4 Histograma incidentei rearanjamentelor cromozomale la Rhagoletis cerasi, in zonele
investigate Lipova, Ranusa si Birzava.
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Tabel 5 Valorile unor indicatori statistici pentru restructurdrile cromozomale intilnite la
Rhagoletis cerasi, din zonele analizate.

ZONA ZONA
) o CONTROL POLUATA 1 POLUATA 2

Indicator statistic (NEPOLUAT) (RADIOACTIV) (RADIOACTV,

LIPOVA RANUSA PULBERI DE

PRAF) BIRZAVA

Media aritmetica 0.2 1.8 0.8
Er. standard a mediei 0.2 0.5830952 0.374165739
Abaterea standard 0.447214 1.3038405 0.836660027
Coeficientul de variatie 2.236068 | 0.7243558 1.045825033
Valoarea minima 0 0 0
Valoarea maxima 1 3 2
Nr. valorilor caract. 5 5 5
Asimetria 1.5 -0363173 | 0.343621597
Abaterea medie 04 1.3 0.8
Mediana 0 2 ]
Amplitudinea de var. 1 3 2
Nivelul de conf. (0,95) 0.555289 1.6189318 1.038850665
Limita inf. de conf. 1.11E-16 1.2169048 0.425834261
Limita sup. de conf. 0.4 2.3830952 1.174165739
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Grafic 5 Curba de variatie a incidentei restructurdrilor cromozomale depistate la Rhagoletis
cerasi, din zonele analizate.
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Tabel 6 Valorile unor indicatori statistici privind restructurdrile cromozomale depistate la
Rhagoletis cerasi, din materialul analizat in cele trei zone investigate.

/h

[ndicator statistic INVERSII DELETI TRANSLOCATII DESINAPSII IMPERECHERI
ECTOPICE

Media aritmetica 2 1 0.333333333 1.333333333 0

Er. standard a mediei 0.57735 0.5773503 | 0.333333333 0.881917104 0

Abaterea standard 1 1 0.577350269 1.527525232 0

Coeficientul de variatie 0.5 1 1.732050808 1.145643924 0

Valoarea minima 1 0 0 0 0

Valoarea maxima 3 2 1 3 0 J
" 'r. valorilor caract. 3 3 3 3 0 ]
Asimetria 0 0 0.707106781 0.381801774 0 |
Abaterea medie 1 1 0.666666667 1.666666667 0

Mediana 2 1 0 1 0

Amplitudinea de var. 2 2 1 3 0

Nivelul de conf. (0,95) 2.484138 | 2.4841378 | 1.434217572 3.794583082 0

Limita inf. de conf. 1.42265 0.4226497 | -5.55E-17 0.45141623 0
LLimita sup. de conf. 2.57735 1.5773503 | 0.666666667 2.215250437 0 |
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Grafic 6 Curba de variatie a incidentei restructurarilor cromozomale depistate la Rhagoletis
cerasi, din materialul analizat in cele trei zone investigate.
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Fig. 8 Inversii subterminale in cromozomii politeni de Mycetophila (1-4, 6-8). Inversie terminala
in cromozomii politeni de Mycetophila (5) (dupa Gavrila, 1983).
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Fig. 9 Complement cromozomal politen de Mycetophila agarici cu multiple restructuriri
cromozomale (original, Gavrila).
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Fig. 10 Inel de inversie terminald intr-un cromozom politen de Mycetophila agarici (original,
Gavrild).
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Tabel 7 Frecventa aberatiilor cromozomale structurale, la Mycetophila agarici, din zonele

poluate si zona de control.

Nr. Nr. Spectrul rearanjamentelor cromozomale
ZONA indivizi nuclei (nr indivizi/100 nuclei politeni)
analizatt | politeni . <
. .. | INVERSH DELETHl TRANSLOCATI DESINAPSH IMPERECHER)
analizati ECTOPICE
CONTROL 35 100 0 0 0 1 0
(NEPOLUATA)
LIPOVA _
POLUATA 1 35 100 2 1 0 3 0
(RADIOACTIV)
RANUSA
POLUATA 2
(RADIOACTIV.
PULBERI DE 35 100 I 0 0 0 0
PRAF)
BIRZAVA J
Zona | Chi-patrat a lui | Valoarea pa lui | Gradul de libertate
Yates' Yates'
Poluata 1 vs Control 1.24 0.53794444 2
Poluata 2 vs Control 0 1 1
Poluata 1 vs Poluata 2 1.069 0.5859622 2
Poluatda 1 vs Poluata 2 vs Control 2.528 0.63962908 4
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Grafic 7 Histograma incidentei rearanjamentelor cromozomale la Mycetophila agarici, in zonele
investigate Lipova, Ranusa si Birzava.
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Tabel 8 Valorile unor indicatori statistici pentru restructurdrile cromozomale intélnite la
Mycetophila agarici, din zonele analizate.

ZONA
ZONA POLUATA 2
CONTROIL. ;
Indicator statistic (NEPOLUAT) RADIOACTIV) | PR by
RANUSA PRAF)
BiRZAVA

Media aritmetica 0.2 1.2 0.2
Er. standard a mediei 0.2 0.583095 0.2
Abaterea standard 0.447214 1.30384 0.447214
Coeficientul de variatie 2.236068 | 1.086534 2.236068
Valoarea minima 0 0 0
Valoarea maxima 1 3 1
Nr. valorilor caract. 5 5 5
Asimetria 1.5 0.363173 1.5
Abaterea medie 0.4 1.3 04
Mediana 0 ] 0
Amplitudinea de var. 1 3 1
Nivelul de conf. (0,95) 0.555289 1.618932 0.555289
Limita inf. de conf. 2.78E-17 0.616905 1.11E-16
Limita sup. de conf. 04 1.783095 0.4
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Grafic 8 Curba de variatie a incidentei restructurarilor cromozomale depistate la Mycetophila
agarici, din zonele analizate.
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Tabel 9 Valorile unor indicatori statistici referitoare la restructurarile cromozomale depistate la
Mycetophila agarici, din materialul analizat in cele trei zone investigate.

Indicator statistic INVERSII | DELETII | TRANSLOCATII [ DESINAPSII {MPERECHERI
ECTOPICE
Media aritmetica ] 0 0 0.333333 0
Er. standard a mediei 0.57735 0 0 0.333333 0
Abaterea standard 1 0 0 0.57735 0
Coeficientul de variatie ] 0 0 1.732051 0
Valoarea minima 0 0 0 0 0
Valoarea maxima 2 0 0 1 0
Nr. valorilor caract. 3 0 0 3 0
Asimetria 0 0 0 0.707107 0
Abaterea medie ] 0 0 0.666667 0
Mediana | 0 0 0 0
Amplitudinea de var. 2 0 0 1 0
Nivelul de conf. (0,95) 2484138 | 0 0 1.434218 0
Limita inf. de conf. 0.42265 0 0 -5.55E-17 0
Limita sup. de conf. 1.57735 | 0 0 0.666667 0
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Grafic 9 Curba de variatie a incidentei restructurérilor cromozomale depistate la Mycetophila
agarici, din materialul analizat din cele trei zone investigate.
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